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Обоснование. Новейшие исследования показывают, что рост и развитие желудочно-кишечного тракта детей, 
вскармливаемых материнским молоком, происходит интенсивнее, чем у вскармливаемых молочными смесями, 
поскольку содержащийся в нем лактоферрин человека является фактором, стимулирующим клеточный рост. Именно 
поэтому возможность использования экзогенного лактоферрина будет иметь большую значимость в питании груд-
ных детей. Цель исследования — изучить бифидогенные свойства биотехнологического аналога лактоферрина 
человека. Методы. Определялась кинетика роста и КОЕ-титр культивирования бифидобактерий в присутствии био-
технологического аналога лактоферрина человека. Результаты. Показано, что различные концентрации данного 
белка (0,05–5 мг/мл) могут оказывать как стимулирующее (для Bifidobacterium bifidum и Bifidobacterium infantis), 
так и ингибирующее (для Bifidobacterium longum) действие в отношении роста бифидобактерий, что обусловлено 
аффинностью связывания с ними лактоферрина. Представляется важным дальнейшее изучение стимулирующего 
эффекта этого белка на рост лактобацилл в кишечнике ребенка. Заключение. Благодаря бифидогенному и выра-
женному бактерицидному действию лактоферрин может быть использован в лечебном питании новорожденных.
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Бифидогенные свойства 
биотехнологического аналога 
лактоферрина человека 
И.Б. Бродский1, 2, А.В. Васильев3, А.В. Копыченкова4, И.Л. Гольдман1, П.Е. Садчиков5, 
Л.С. Намазова-Баранова5, 6, Т.Э. Боровик5, О.Л. Лукоянова5, Г.В. Яцык5, Е.Р. Садчикова1
ОБОСНОВАНИЕ
Новорожденные дети, находящиеся на искусствен-
ном вскармливании, лишены естественной защиты бак-
терицидными белками грудного молока, что является 
одним из факторов риска развития диареи и связанной 
с ней генерализации инфекции [1]. Одним из возмож-
ных способов предотвращения этой патологии явля-
ется использование донорского молока и отдельных 
содержащихся в нем иммунных белков, среди которых 
важную роль бактерицидного и иммуномодулирующего 
компонента играет лактоферрин [2]. В последние годы 
лактоферрин, выделенный из коровьего молока, в ряде 
стран стали использовать в составе детского питания [3]. 
Однако, этот белок по некоторым параметрам отличает-
ся от природного лактоферрина грудного молока [4], что 
ограничивает его широкое использование. В Институте 
биологии гена РАН в рамках реализации программ 
Союзного государства (Россия-Белоруссия) с моло-
ком генно-инженерных коз был получен лактоферрин 
человека, который по физико-химическим параметрам 
и биологической активности оказался идентичным при-
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родному белку [5, 6]. Было установлено, что биотехно-
логический аналог лактоферрина человека обладает 
выраженным бактерицидным действием, в том числе 
и в отношении антибиотикустойчивой микробиоты [7]. 
При использовании сочетания лактоферринов человека 
(90%) и козы (10%), присутствующих в молоке генно-
инженерных коз, установлена стимуляция врожденного 
и адаптивного иммунитета за счет активации иммуно-
компетентных клеток в клеточных культурах [8]. 
Поскольку в будущем предполагается широкое исполь-
зование биотехнологического аналога лактоферрина чело-
века как компонента заменителей грудного молока для 
вскармливания детей грудного возраста, возникла необ-
ходимость исследования действия этого белка на бифидо-
бактерии, присутствующие в нормально функционирующем 
желудочно-кишечном тракте детей первого года жизни [9].
Ранее проведенными исследованиями было показа-
но, что бифидобактерии могут быть устойчивы к анти-
бактериальному действию лактоферрина; более того, 
данный белок может стимулировать их рост [10]. Между 
тем результаты этих исследований часто были противо-
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речивы в эффекте влияния, так как различные виды 
бифидобактерий могут по-разному (одни ускоряют свой 
рост, другие замедляют) реагировать на присутствие 
лактоферрина в среде культивирования. По-видимому, 
определяющим фактором при этом является происхож-
дение лактоферрина [11]. Кроме того, известно, что 
гидролизаты разных лактоферринов имеют отличия от 
нативного белка [12]. При этом степень насыщенности 
лактоферрина железом не играет существенной роли 
в отношении роста бифидобактерий [11, 13]. 
Следует отметить, что большинство выполненных 
к настоящему времени исследований были проведе-
ны с использованием бычьего (ксеногенного) варианта 
белка лактоферрина [10]. Между тем хорошо извест-
но, что по набору аминокислот лактоферрины крупного 
рогатого скота и человека совпадают лишь на 67% [14]. 
Различия в первичной структуре этих белков обусловли-
вают формирование у них разной вторичной и третичной 
структуры, что может определять их функциональные 
особенности [15]. Образующиеся при расщеплении лак-
тоферринов крупного рогатого скота и человека лакто-
феррицины различны как по аминокислотному составу, 
так и по биологической активности [16]. Различия между 
лактоферринами имеются и в видовых особенностях гли-
козилирования [17], которое, как известно, существен-
но влияет на активность белка. Учитывая присутствие 
в кишечнике человека специфических к лактоферрину 
человека рецепторов [14], следует ожидать, что исполь-
зование биотехнологического аналога лактоферрина 
человека в педиатрической практике может оказаться 
более выраженным в отношении проявления его био-
логической активности и эффективности связывания со 
специфическими рецепторами, в том числе и в составе 
комплексных пробиотических препаратов. 
Целью настоящего исследования явилось изуче-
ние бифидогенных свойств биотехнологического анало-
га лактоферрина человека.
МЕТОДЫ
Лактоферрин
Использован биотехнологический аналог лактофер-
рина человека (рчЛФ) (Институт биологии гена РАН, 
Россия). Для проведения стерилизующей фильтрации 
навеску белка растворяли в фосфатном буферном рас-
творе для получения раствора 50 мг/мл, который филь-
тровали через мембранный фильтр с диаметром пор 
0,45 мкм (Millipore, США).
Культуры бифидобактерий
В исследование были взяты Bifidobacterium bifidum, 
B. breve, B. infantis, B. adolescentis и B. longum (АО 
«Партнер», Россия). 
Культивирование бифидобактерий
Для определения кинетики роста бифидобактерий 
использовалась питательная среда МРС-1 (АО «Партнер», 
Россия). Состав среды (на 1 л): марганец сернокислый 
4-водный 0,050 г, L-цистеин солянокислый 0,2 г, магний 
сернокислый 7-водный 0,20 г, калий фосфорнокислый 
двузамещенный 3-водный 2,0 г, глюкоза 20 г, дрожже-
вой аутолизат с содержанием аминного азота 0,15% 
50 мл, аммоний лимоннокислый 2,0 г, ацетат натрия 5,0 г, 
твин 80 1,0 мл, пептон ферментативный сухой 10,0 г, 
панкреатический гидролизат казеина 500 мл, вода до 
1 л, pH среды после стерилизации — 6,2–6,4. Перед 
применением питательную среду нагревали на кипящей 
водяной бане в течение 30 мин для удаления растворен-
ного кислорода. После нагревания среды к ней добав-
ляли стерильное минеральное масло для образования 
верхнего слоя толщиной около 1–2 см.
Для культивирования бифидобактерий использовали 
посевной материал в виде предварительно выращен-
ной в 300 мл среды МРС-1 культуры бифидобактерий 
с титром около 108 КОЕ/мл. Посевной материал засева-
ли в количестве 15 мл (5%) от объема среды культивиро-
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вания. Бактерии растили в бутылях с 300 мл среды МРС-1
под слоем масла для обеспечения анаэробных условий 
в течение 24 ч без перемешивания при температуре 
37°С, отбирая образцы по 1 мл для определения оптиче-
ской плотности. Перед каждым забором суспензии для 
измерения оптической плотности среду плавно переме-
шивали круговыми движениями для образования гомо-
генной суспензии. Оптическую плотность суспензии (OD) 
микроорганизмов измеряли при 540 нм, где в качестве 
контроля использовали среду МРС-1, образцы которой 
разбавляли фосфатным буферным раствором до OD 0,3–
0,4 для обеспечения точности измерения. Оптическую 
плотность культуры, измеренную сразу после внесения 
посевного материала, принимали за 100%, в дальней-
шем величины OD пересчитывали относительно данной 
величины, получая относительные величины OD.
Определение титра КОЕ бифидобактерий
Применяли скрининговый метод оценки стимули-
рующих свойств белка, для чего использовали среду 
Блаурокка с различными концентрациями рчЛФ. В дан-
ную среду высевали исследуемые бактерии до предель-
ного разведения, где должны были вырасти единичные 
колонии.
Для определения титра КОЕ бифидобактерий исход-
ные образцы лиофилизированных культур растворяли 
в 100 мл фосфатного буферного раствора и далее титро-
вали методом десятикратных разведений, перенося 1 мл 
полученного раствора в пробирку с 9 мл среды Блаурокка 
в модификации Гончаровой [18] и далее таким образом до 
разведения 10-8. В качестве учетных разведений исполь-
зовали две последние пробирки, где наблюдался рост. 
Таким образом готовили три параллельных ряда. Посевы 
инкубировали в течение 72 ч при температуре 37°С. 
При исследовании действия лактоферрина на бифи-
добактерии стерильный раствор белка добавляли в про-
бирки с остывшей до 37°С питательной средой.
Исследование связывания лактоферрина 
человека с клетками бифидобактерий
Основываясь на том, что используемая нами среда 
Блаурокка не является дефицитной по железу и другим 
пищевым компонентам, которые могли бы повлиять на 
рост бифидобактерий в присутствии рчЛФ [10], было 
решено проверить, имеет ли место разная аффинность 
связывания исследуемого белка со штаммами B. bifidum 
и B. infantis. Для этого был использован биотинилиро-
ванный рчЛФ, а в качестве контроля — биотинилиро-
ванный бычий сывороточный альбумин (Bovine serum 
albumin, BSA; bBSA).
Использовали рчЛФ, биотинилированный в соответ-
ствии с инструкцией производителя набора для био-
тинилирования белков (Силекс, Россия). Для отмывки 
и концентрирования полученного раствора использо-
вали концентраторы для белков Microcon-50 (Millipore, 
CША) и фосфатный буферный раствор в качестве про-
мывочного раствора.
В реакции связывания использовали 1×107 КОЕ 
бифидобактерий и 1 мкг биотинилированного рчЛФ или 
BSA в качестве контроля. Компоненты предварительно 
растворяли в фосфатном буферном растворе с 0,05% 
твином 80 (PBS/твин 80), общий объем смеси составлял 
2 мл. Смесь инкубировали при комнатной температу-
ре в течение 1 ч, далее клеточную культуру отмывали, 
используя четырехкратную процедуру центрифугирова-
ния-ресуспендирования в PBS/твин 80, добавляли ави-
дин, меченный пероксидазой хрена (Имтек, Россия), 
и инкубировали в течение 1 ч. Культуру бифидобактерий 
отмывали от несвязавшегося авидина, используя 4-крат-
ную процедуру центрифугирования-ресуспендирования. 
После отмывки осадок бифидобактерий ресуспенди-
ровали в фосфатном буферном растворе, добавляли 
3,3’,5,5’-тетраметилбензидина гидрохлорида (НИОПИК, 
Россия) и перекись водорода (Лаверна, Россия), изме-
ряли оптическую плотность раствора при длине волны 
450 нм для определения активности пероксидазы.
Для сравнения результатов экспериментов между 
двумя видами бифидобактерий значение средней опти-
ческой плотности, измеренное при инкубировании рчЛФ 
и B. bifidum, принимали за 100%, остальные значения 
пересчитывали относительно данного значения.
Эксперимент выполняли в трехкратной повторности. 
Статистический анализ
Все эксперименты выполнялись в трехкратной повтор-
ности. Для сравнения результатов разных экспериментов 
за 100% принимали значение показателя в контрольном 
опыте, от которого рассчитывали остальные величины. 
На графиках указаны средние значения и стандартные 
отклонения. Для определения статистической значимости 
различий использовали t-критерий Стьюдента. 
РЕЗУЛЬТАТЫ
Стимулирующее действие рчЛФ
на различные виды бифидобактерий
Инкубирование колоний бифидобактерий в присут-
ствии лактоферрина показало, что различные виды бифи-
добактерий по-разному реагируют на присутствие рчЛФ 
в среде (рис. 1). Так, для B. longum присутствие рчЛФ 
в среде оказывало дозозависимое ингибирующее дей-
ствие; определяемый титр для B. breve и B. adolescentis 
не зависел от присутствия рчЛФ (см. рис. 1). Вместе 
с тем особенно интересными оказались результаты, 
300
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Рис. 1. Влияние различных концентраций рчЛФ (0,05–5 мг/мл) 
на рост бифидобактерий
Fig. 1. The effect of various concentrations of rhLF (0.05-5 mg/ml) 
on the growth of bifidobacteria
Примечание. На диаграмме представлено число КОЕ (72 ч) в 
предельном разведении исходного образца, выраженное в % 
от контроля (среда без лактоферрина). * — p<0,05, опыт был 
проведен в трехкратной повторности.
Note. The diagram shows the number of CFU (72 h) at limiting 
dilution of the initial sample, expressed in % of the control 
(medium without lactoferrin). * — p < 0.05, the experiment was 
carried out in three stage.
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полученные с бифидобактериями B. bifidum и B. infantis. 
Титр, определяемый для данных видов бактерий, был раз-
ным в зависимости от концентрации рчЛФ в среде (см. 
рис. 1). Для B. infantis титр КОЕ увеличивался при больших 
концентрациях рчЛФ. В случае B. bifidum определяемая 
зависимость имела обратный характер, и с увеличением 
концентрации рчЛФ титр КОЕ падал, тогда как малые кон-
центрации рчЛФ в среде демонстрировали выраженную 
стимулирующую активность.
Связывание рчЛФ с клетками бифидобактерий
При изучении аффинности обнаружено, что связывание 
биотинилированного рчЛФ с клетками B. bifidum во много 
раз превышает связывание с B. infantis, тогда как 
связывание рчЛФ с bBSA не отличалось между двумя 
видами бифидобактерий (рис. 2).
Кинетика роста бифидобактерий в присутствии 
различных концентраций рчЛФ
Для проверки предположения о влиянии связы-
вания рчЛФ на рост бифидобактерий исследована 
кинетика роста B. bifidum и B. infantis в среде с рчЛФ 
по сравнению с контрольной средой, где этот белок 
отсутствовал (рис. 3). При изучении роста бактерии 
B. infantis лишь большие концентрации белка (3 мг/
мл) позволяли добиться увеличения скорости роста. 
Для B. bifidum была характерна совершенно иная 
динамика: большие концентрации биотехнологиче-
ского рчЛФ не оказывали стимулирующего эффекта 
(см. рис. 3А), тогда как при малых концентраци-
ях оптическая плотность культуры превышала кон-
трольное значение, достигая максимального пока-
зателя при концентрации биотехнологического рчЛФ 
0,016 мг/мл. 
ОБСУЖДЕНИЕ
Резюме основного результата исследования
Показано, что различные концентрации (0,005–
5 мг/мл) биотехнологического аналога лактоферрина 
человека могут оказывать как стимулирующее, так 
и ингибирующее действие в отношении роста бифидо-
бактерий, что обусловлено аффинностью связывания 
с ними лактоферрина. 
Обсуждение основного результата 
исследования
Полученные данные свидетельствуют о том, что 
различные концентрации биотехнологического ана-
лога лактоферрина человека могут оказывать как 
стимулирующее, так и ингибирующее действие на рост 
бифидобактерий. Особенно чувствительными в кон-
центрации лактоферрина в среде оказались B. longum, 
B. infantis и B. bifidum, для двух последних можно было 
определить оптимальную концентрацию лактоферри-
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Рис. 2. Связывание рчЛФ с клетками бифидобактерий B. bifidum 
и B. infantis
Fig. 2. Binding of rhLF to cells of B. bifidum and B. Infantis 
bifidobacteria
Примечание. Исследование проводили параллельно в трех 
независимых экспериментах. Сигнал связывания с B. bifidum 
принимали за 100% и относительно данного значения 
рассчитывали остальные величины.
Note. The study was carried out in parallel in three independent 
experiments. The binding signal to B. bifidum was taken as 100% 
and the remaining values were calculated with respect to this value.
Рис. 3. Кинетика роста B. bifidum (А) и B. infantis (Б) в присутствии различных концентраций рчЛФ
Fig. 3. Growth kinetics of B. bifidum (A) and B. infantis (B) in the presence of various rhLF concentrations
Примечание. OD (%) — исходная оптическая плотность суспензии (OD), получаемая при внесение посевного материала, 
принималась за 100%, и от данной OD рассчитывались все показатели.
Note. OD (%) — the initial optical density of the suspension (OD) obtained with the seed stock introduction was taken as 100%, and all 
indices were calculated with respect to this OD.
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на, а штаммы B. adolescentis и B. breve оказались мало-
чувствительными к исследуемым концентрациям лакто-
феррина. Это подтверждает данные о пребиотических 
свойствах лактоферрина. 
Биотехнологический аналог лактоферрина человека 
эффективно связывается с клеточной стенкой бифидо-
бактерий B. bifidum, тогда как связывание с клетками 
B. infantis быстро достигает своего насыщения, что пока-
зывает видоспецифическое действие данного белка.
Большая аффинность связывания рчЛФ с клетками 
B. bifidum, вероятно, объясняет тот факт, что лишь малые 
концентрации рчЛФ оказывают стимулирующее дей-
ствие, тогда как избыток белка может не оказывать сти-
мулирующего эффекта на рост данного штамма бакте-
рии. Падение концентрации лактоферрина наблюдалось 
при определении методом иммуноферментного анализа 
в присутствии бифидобактерий вида B. breve, где она 
снизилась примерно наполовину. Объяснение данного 
факта требует проведения дополнительных исследова-
ний, однако можно предположить, что тут имеет место 
неспецифическое связывание бифидобактерий данного 
вида с подложкой, что обусловливает большие фоновые 
значения. 
Ограничения исследования
В данной работе все эксперименты были проведены 
in vitro на коллекции бифидобактерий. Для возможности 
оценки использования полученных результатов в прак-
тической педиатрии необходимо на следующем этапе 
клинических исследований получение физиологических 
данных. 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В настоящей работе показано, что биотехнологи-
ческий аналог лактоферрина человека обладает пря-
мым пребиотическим действием. В опытах с глубинным 
культивированием и методом предельных разведений 
в среде с добавлением данного белка конечный титр 
живых микроорганизмов оказался существенно выше 
при культивировании таких видов бифидобактерий, как 
B. infantis, B. breve, B. bifidum и B. longum. Эти виды 
микроорганизмов характерны для детей, находящих-
ся на грудном вскармливании. Возможность исполь-
зования лактоферрина, обладающего бифидогенными 
и выраженными бактерицидными свойствами, для про-
филактики и лечения инфекционной патологии желудоч-
но-кишечного тракта в педиатрии подтверждена много-
численными мировыми данными. 
Известна определенная связь между концентрацией 
лактоферрина в женском молоке и заболеваемостью 
грудных детей. 
Представляются практически важными определе-
ние концентрации различных штаммов бифидобактерий 
и лактобацилл в фекалиях детей, находящихся на груд-
ном и искусственном вскармливании, а также изучение 
механизма избирательного действия лактоферрина на 
различные микроорганизмы.
Использованные в данной работе микробиологиче-
ские методики могут быть применены для решения задач 
по разработке новых продуктов питания грудных детей.
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